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研究成果の概要（和文）：再生可能なバイオマスから合成可能な微生物産生ポリエステルの有効活用のために
は、優れた材料物性を発揮させることが重要な課題となる。通常、微生物合成を用いるとランダム共重合体が合
成されるが、我々はランダム性が低いポリマーが得られる条件を偶然見出した。本研究課題では、この発見を端
緒に、新規なポリマー合成系の確立を目指した。モノマー配列の一次構造を解析するとともに、機械的・熱的物
性を測定した。さらに、酵素を細胞から単離精製して生化学的な解析を行い、関連する酵素の活性を評価した。
これら一連の実験結果に基づいて、対象としたポリエステル合成系について、合成から物性に至るまで幅広い情
報を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Microbial polyesters are useful material, which are produced from renewable 
biomass. For the practical use of the material, polymer properties are critical factors. It is 
well-known that microbial copolyesters are random polymer. However, we found a condition that 
generated copolymer with low randomness. This study addressed optimization of the polymer 
production, structure and property analysis, and kinetic analysis of relevant enzymes. As the 
results, the copolymer, in which the monomer composition was regulated, was successfully synthesized
 with good yield. The copolymers exhibit transparent and flexible properties. The enzymatic activity
 of relevant enzymes accounted for the intracellular intermediate levels. Overall, the study 
contributed to the significantly improved the efficiency of the polymer production system, and 
provided insight into the mechanism of the polymer synthesis. 

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 微生物産生ポリエステルは、ある種の微生
物が細胞内に合成蓄積する貯蔵物質であり、
単離するとプラスチック物性を示すことか
ら、再生可能なバイオマスから合成されるプ
ラスチックとして利用可能である。このポリ
マーを産業利用するためには、優れた材料物
性を発揮させることが重要な課題となる。ポ
リマーの物性は、材料中の高分子結晶の割合
と、非晶部の運動性によって大きく影響され
る。複数のモノマーユニットを含む共重合体
は、構造の異なるのモノマーユニットが高分
子鎖にランダムに取り込まれたランダム共
重合体が合成される。ランダム共重合体は結
晶の成長が抑制されることから、材料の柔軟
性が向上するメリットがある。我々の研究グ
ループでは、共重合体の合成研究の中で、ポ
リマー中のモノマー配列のランダム性が低
いポリマーが合成される条件を偶然見出し
た。本研究課題では、この発見を端緒に、ポ
リマー合成方法の確立、合成されたポリマー
の構造・物性解析、ポリマー生合成に関わる
酵素群の生化学的解析を行うことを目的と
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、ポリエスエル合成系遺伝
子群を導入した組換え微生物を用いて適切
な炭素源を含む液体培地で培養することに
より、菌体内にポリマーが合成・蓄積される
系を研究対象とし、典型的なポリマー合成系
と比較してランダム性の低いポリマーが合
成される系について、ポリマーの合成方法、
ポリマーの構造解析、関連する酵素の生化学
的解析を目的とした。合成方法としては、菌
株や培養条件の検討により、組成の制御およ
び生産性の効率化を行うことを目的とした。
構造解析では、モノマー配列の一次構造を解
析することを第一の目的とし、より高次構造
の解析にも取り組んだ。酵素の生化学的解析
では、主要な酵素を細胞より単離精製し、人
工合成基質との反応速度を測定することに
より、酵素の性質を評価した。 
 
３．研究の方法 
 
 ポリマー生産微生物の培養にはトリプト
ン、酵母エキスに適切な炭素源、ミネラル等
を添加した培地を高圧蒸気滅菌して用いた。
培養容器は、１０ｍL の試験管および５００
ｍL の坂口フラスコを主に用い、１２０－１
８０ｒｐｍ程度の往復震盪培養を行った。培
養後の培養液を遠心分離することにより、菌
体と培地上清に分離した。菌体は純粋で洗浄
したのち凍結乾燥を行い、乾燥菌体を得た。
乾燥菌体をクロロホルム中に分散させ、菌体
内のポリエステルを溶解させて抽出し、後に
菌体残さをろ過により除去することで、ポリ
マー溶液を得た。これを適切に精製すること
により、ポリマーサンプルとした。 

 ポリマーサンプルは、濃硫酸中で加熱分解
することによりより、モノマー単位に分解さ
れる。これをイオン排除モードのカラムを装
備した液体クロマトグラフィーで分離する
ことにより、各モノマー成分を検出した。ま
た、培地上清の成分分析にも液体クロマトグ
ラフィーを用いた。ピークの検出には紫外吸
光度計および示差屈折率検出器を用いた。こ
れと並行して、ガスクロマトグラフィーによ
る分析も行った。ポリマーを硫酸とメタノー
ルの混合液中で加熱することにより、ポリマ
ーをモノマーのメチルエステルへとメタノ
リシス分解した。こうして得られるメチルエ
ステルは、揮発性を有するため、ガスクロマ
トグラフィーでの分析が可能となる。これら
の解析に加えて、核磁気共鳴によるポリマー
の解析を行った。ポリマーのフィルムを重ク
ロロホルムに溶解させ、核磁気共鳴測定を行
った。分析後のサンプルは、ゲル浸透クロマ
トグラフィーに供することにより、ポリマー
の相対分子量を推定した。 
 得られたポリマーの物性の測定のために、
示差走査熱量測定と引っ張り試験を行った。
ポリマーのクロロホルム溶液を水平なガラ
ス容器内で揮発させ、平坦なソルベントキャ
ストフィルムを作成した。厚みを計測したの
ち、所定の量のフィルムを切り出して示差走
査熱量測定装置で温度を連続的に変化させ
た際の吸熱・発熱挙動をモニターした。この
熱流に基づいて、ポリマーの融点、ガラス展
移転、結晶化度などを決定した。同様に、ソ
ルベントキャストフィルムから矩形フィル
ムを切り出し、引っ張り試験機を用いて、等
速で伸長し、その際にフィルムの上下にかか
る応力を測定した。こうして得られる応力ひ
ずみ曲線と呼ばれるデータから、このフィル
ムの引っ張り強度、伸び率、固さに相当する
ヤング率を計測した。 
 酵素活性の解析のため、微生物細胞内のタ
ンパク質の精製を行った。培養後の組換え微
生物の菌体を超音波処理することにより、菌
体を破砕し、細胞内の可溶性タンパク質を抽
出した。得られたタンパク質溶液をアフィニ
ティークロマトグラフィーのカラムに通し
て分離することにより、目的とする精製タン
パク質を得た。得られた酵素に基質を添加し、
一定時間ごとに反応液の一部をトリクロロ
酢酸と混合して反応を停止させた。このよう
に調整した反応液中の基質の濃度を測定す
ることにより、酵素の反応速度を決定した。 
 
４．研究成果 
 
 使用菌株、基本培地組成、培養温度、培養
スケールなどについて条件検討を行い、良好
なポリマー生産が得られる培養条件を決定
できた。さらに、培地に添加する炭素源の組
成をより細かく変えることにより、ポリマー
中のモノマー組成を概ね狙い通りに調節で
きる条件を決定できた。培養時間についても、



培養中の基質の消費、菌体増殖、ポリマー合
成について、経時的なモニタリングを行い、
目的とするポリマーが合成される適切な培
養時間を決定した。 
 培養温度に関しては、適切な温度の使用が
非常に重要であることが見出された。細菌に
は生育速度が最大になる至適生育温度があ
り、この温度以下では生育が遅くなることが
知られている。ただし、生育に最適な温度が
目的とする物質合成に対しても最適とは限
らない。今回検討した系については、30℃が
最適温度であり、これよりも培養温度を高く
すると、ポリマーの生産性が大幅に低下する
ことが分かった。 
 得られた菌体から上述した方法によりポ
リマーを抽出し核磁気共鳴測定を行った。化
学シフトから判断されるポリマー中のモノ
マー配列のランダム性に基づいてポリマー
を評価したところ、いずれのモノマー組成に
おいても同様の配列性を有していることが
示唆された。ポリマー分子量は、通常の微生
物産生ポリエステルの分子量と同程度であ
り、フィルム化等の加工が十分可能な範囲で
あることが確認できた。 
 フィルムの引っ張り試験の結果、合成した
ポリマーの多くについて、応力ひずみ曲線の
測定に成功した。実験結果の解析により、合
成したポリマーのモノマー組成に依存して
破壊伸びなどの機械的性質が変化すること
が分かった。合成したフィルムは２００％以
上の伸び率を示し、伸張性を有していること
が明らかとなった。また、代表的な微生物産
生ポリエステルであるポリヒドロキシブタ
ン酸が硬質な材料であるのに対して、本研究
で合成した共重合体は、より軟質な材料であ
ることが示された。 
 同じフィルムサンプルを用いて示差走査
熱量測定を行った。－５０℃から２００℃ま
で温度を変化させ、昇温中の熱流を測定した。
その結果、核磁気共鳴分析により予想された
ポリマー構造に対応する温度に融点ピーク
が観測され、先の分析結果と一致した。ポリ
マー中の結晶領域の割合は、ポリヒドロキシ
酪酸よりも低く見積もられ、この結果は、機
械的性質やフィルムの透明性などの結果と
よく一致した。ポリマーのガラス転移温度も
ポリマーの一次構造と矛盾しない温度に観
測された。 
 酵素的解析のため、関連酵素の発現精製を
行った。栄養リッチな培地を用いて菌を培養
し、ポリエステルの合成に関与する複数の酵
素を菌体内で発現させ、上述したアフィニテ
ィークロマトグラフィーの方法により酵素
分子を生成した。その結果、タンパク質電気
泳動により単一バンドに見える程度の純度
に精製されたタンパク質溶液を調整できた。 
 次に基質の合成を行った。ポリエステルの
生合成にはコエンザイムAの誘導体が関与し
ている。コエンザイム Aを有機化学的手法お
よび酵素反応を用いて有機酸と結合し、使用

するコエンザイム Aの誘導体を得た。合成産
物を液体クロマトグラフィー・質量分析計を
用いて分析し、化合物の保持時間と質量電化
比を測定することにより、目的の化合物が合
成されていることを確認した。 
 調整した精製酵素と基質を用いて酵素活
性の評価を行った。ポリエステルの合成は、
モノマーの合成と重合の反応に大別される
が、共重合体を構成する複数のモノマーにつ
いての反応速度を測定した。その結果、各基
質と酵素の組み合わせについての反応速度
を測定することに成功した。相対的な反応速
度については、モノマーの合成の方が反応速
度が速い組み合わせや、重合の方が反応速度
が速い組み合わせなど、多様な状況がありう
ることが示された。 
 細胞内に、ポリエステルの合成中間体が存
在するかどうかを調べる実験を行った。ポリ
エステル合成条件で培養した菌体を冷却し
た有機溶媒で急速にクエンチすることによ
り、代謝を停止させるとともに、細胞内の代
謝中間体を抽出した。得られた溶液を液体ク
ロマトグラフィー・質量分析計を用いて分析
することにより、細胞由来抽出液に含まれる
コエンザイム A の誘導体の濃度を測定した。
その結果、一部の条件からコエンザイム Aの
誘導体が検出されたことから、酵素活性の測
定から推定された代謝経路と、実際の菌体内
に存在した代謝中間体との間によい一致を
見た。これらの代謝中間体と合わせて、基本
的な一次代謝経路の重要な代謝中間体であ
るアセチルコエンザイムAも過去の報告と矛
盾しない濃度で検出されたことから、本実験
で検討した代謝中間体の検出は適切に行わ
れたと推定された。 
これら一連の実験結果に基づいて、本研究
課題で対象としたランダム性の低い共重合
体が合成される微生物ポリエステル合成系
について、ポリマーの合成方法、酵素の解析
からポリマー物性に至るまで幅広い情報を
得ることができた。 
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